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(3) Bifunktioneile Proteine 



Gentechnisch erhaltliche bifunktionelle Proteine aus et- 
nem lnterleukin-2 und einem Granulozyten-Makrophagen- 
»Corony Stimulatingi-Faktor-Ameil weisen die biologische 
Akttvitat beider Komponenten auf, zeichnen slch aber durch 
erhdhte Stabilitat aus. Diese Proteine sind somit Arzneimit- 
tel, die fur die Behandtung m aligner Neubildungen geeignet 
sind. 
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Patentanspruche 

1. Bifunktionelle Proteine. bestehend aus einem biologisch aktiven !nterleukin-2 (IL-2)- und eincm Granulo- 
zyten-Makrophagen--Co!ony Stimulating^-Faktor (GM-CSF)-AnteiL 

2. Protein nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet. daB die beiden biologisrh aktiven Protein-Anteile 
uber eme Brucke aus 1 bis etwa 12 genetisch codierbaren Aminosauren verknupft sind. 

3. Protein nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB die BrQcke der Forme! (II) 

- Asp - (AS).v - Pro - (II) 

Au«uhS^ 1 ^ ,0bedeutet und A5eine « en eti$chcodierbare Aminosauremit 

4. Protein nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Brucker,fclied (AS), die Aminosaurcnfolg- 

- Asp - Pro - Met - He -Thr-Thr- Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 
bedeutet 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtiche. dadurch gekennzeichnet. daB N-ter- 
minal der IL-2-Anteil und C-termina! der GM-CSFAnteil angeordnet ist 

6. Verfahren zur Herstellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch J bis 5. dadurch gekennzeichnet 
daB man em fur dtese Proteine codicrcndes Gen konstruicrt und in einer Wirtszelle cxprimiert 

7. Arzneimmel. bestehend aus einem Protein nach Anspruch 1 bis 5, gegebcnenfalls in Kombination mit 
einem pharmakologisch gceigneten Trager. 

Beschreibung 

lnterleukin-2 im folgendcn IL-2 wirki als T-Zellwachstumsfaktor. IL-2 verstarkt die Aktivi.at von "Kil- 
ler -Zellen wie NK (Natural K.llcr)-Zellcn. zytotoxischen T-Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer)-Zel- 

Granulozyten-Makrophagen-Xolony Stimulating'-Faktor. im folgenden GM-CSF. hingegen stimuliert die 
Granulozyten- und Makrophagenb.ldung aus hamatopoetischen Vorlauferzellea Die Kombination der beiden 
b.olog.schen Akt.v.Uten ,st fur die Tumorbehandlung mit und ohne Zytostatikagabe intcressant. IL-2 und 
GM-CSF sind jedoch unterschiedlio. stabil. was zu Problemen bci der direkten Vcrabrcichung der beiden 
Komponenten und soma zu einer Vcrminderung des thcrapcutischen Erfolges fiihren kann 

Das Problem der untcrschiedlichcn Stabilitat kann erfindungsgcmaB dadurch gclflst werden. daO man diese 
beiden Proteine zu einem bifunktionellen Protein verknupft. 

Us uurden bereits Fusionsprotcinc der allgcmcincn Formcl 

Met-X-Y-Z (,a) 
oder 

Me,-Z-Y-X (|b) 

i U «. g n.r e K hni ^ he A n ? crs,ellun ? , von /egcbencnfalls modifizicrtcm GM-CSF vorgeschlagen. in denen X im 
wescntl.chen die Am.nosaurcrMgc der ersten etwa 100 Amir.osauren von vorzugswc.se menschlichcm IL-2 
bedeutet. Y e.ne d.rektc B.ndung bedeutet. falls die zum gewOnschten Protein benachbarte Aminosaurc oder 
Ammosaurcnfolge cine Abspaltung des gewOnschten Proteins ermdglicht. oder andcrnfalls cin Bruckcnglicd aus 
einer oder mehreren genetisch codierbaren Aminosaurcn. das die Abspaltung errdglicht. und Z cine Scque.,/ 

auchTSl n^1 UrCn KU diC d u a$ Sr unSch,e GM-CSF-Protein darstellt. Man kann hkrbei 

tS , . L ^ cod,er « nde DNA-Sequenz - mchroder weniger - bis zum Ende nutzen und so - gegebenen- 

?545%t!j ~ ° g,S 2 3,5 " Ncbc "P rodukt " er2 ^g" (Deutsche Patentanmeldung P 

sch^n^nZL^ Fu$ |° ns P™«. ei « *ur Anwendung in Vcrfahrcn zur thcrapeuti- 

25" J c — g • me " schll ^ hen Kflrpers bzw. Arzneimittel. die solche Fusionsproteine cnthalten oder aus 
solchen Fus,ons P rote.nen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Vcrwendung dieser Fusions- 
proteine zur Herstellung e.nes Arzneimitteb zur Behandlung maligner Neubildungen. 

c ; n ««" zle . 1 F " sions P ro « e i n bcs,ch « a,so aus biologisch aktiven Komponenten. und 
rmSSu ^"t'^r Sich bck . anmCr ^ eise sein kann. und andererscits aus 

S £JVS5,t v ■ , ctenfa * kann. und gegebenenfalls einem BrOckenglied cntsprc- 

StS? I ,n r C ° v °?«t Cnd a r n Kf«ebcnen Formcln. Voriugswcisc cntspricht die Anordnung der 

Die Rgur /cigt die Konstruktion des Plasinids pB30. das fur cin crfindungsgcmSBcs bifur.ktiondlcs Protein 

hJESSS 8 ? d v M A k0hr ^ btkanm - Wobci hicr b ^P ic,h ^« auf die curopaischen Patcntan- 
• n. >.« Vcroffonthchungsnummcrn (im folgenden EP-A)009I 539.01 09 748. 01 18617 01 Jo 489 
und 01 «>J 249 veru ,csen se.n s.,11. Wciterhin wurdc in der deutschen Patentanmeldung l> 35 37 461 6 cin 1 1 -2-Dc- 
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rivat vwrgeschlagen, bci dcm N-terminal die ersten sicben AminosSuren deletiert sind Modifikationen des 
GM-CSF-Molekilh wurdcn in dcr deutschcn Patcntanmcldung P 35 45 5683 vorgcschlagen. 

Wcitcrc Abwandlungen dcr beiden aktiven MoIekQianteile kdnnen in an sich bekannter Weisc vorgenommen 
werden, wobei hier beispielhaft nur die spezifische Mutagcnese erwahnt sei. 

Das BrOckenglied Y hat vorteilhaft die Formel II 5 

- Asp - (As), - Pro - (II) 

in dcr x cine ganze Zahl bis zu 10 und As cine bclicbige, gcnclisch codierbarc Aminusaurc mil Ausnahmc von 
Cystein bedeuten. to 

Vorteilhaft ist in der Formel II am linken Ende der IL-2- Anteil und folglich am rechten Ende der GM-CSF-An- 
teil angeordnet 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung von Y weist die Aminosiurenfolge 

- Asp - Pro - Met - lie - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 15 

auf, wobei ebenfalls vorzugsweise der I L-2- Anteil am linken Ende und der GM-CSF-Anteil am rechten Ende 
angeordnet sind. 

Die Expression der erfindungsgemaBen bifunktionellen Proteine kann in an sich bekannter VYeise erfolgea In 
bakteriellen Expressionssystemen kann der Weg der Direktexpression eingeschlagen werdert HierfQr eignen 20 
sich alle bekannten Wirts-Vektor-Systeme wie Bakterien der Arten Streptomyces, B. subtilis. Salmonella typhi- 
murium cder Serratia marcescens, insbesondere E. coll 

Die DNA-Sequenz, die fflr das gewQnschte Protein codiert. wird in bekannter Weise in einen Vektor einge- 
bauu der in dem gewahlten Expressionssystem eine gute Expression gewahrleistet 

Hierbei wahlt man zweckmaQig den Promotor und Operator aus der Gruppe trp, lac, tac, Pl oder Pr des 25 
Phagen K hsp, omp oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispieisweise in der deutschen Offenlegungs- 
schrift 34 30 683 bzw. in der EP-A 01 73 149 beschrieben sind Vorteilhaft ist die tac-Promotor-Operator-Se- 
quenz. die inzwischen handelsflblich ist (z. B. Expressionsvektor pKK223-3. Pharmacia, "Molecular Biologicals. 
Chemicals and Equipment for Molecular Biology*. 1984, S. 63). 

Bei der Expression des erfindungsgemaBen Proteins kann es sich als zweckmaQig erweisen, einzelne Tripletts 30 
der ersten Aminosluren nach dem ATG-Start-Codon zu verandern. urn eine eventuelle Basenpaarung auf der 
Ebene der mRNA zu verhindern. Solche VerSnderungen wie Deletionen oder Additionen einzeincr Aminoslu- 
ren sind dem Fachmann gelaufig und ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Fflr die Expression in Hefen - bevorzugt S.cerevisiae - verwendet man zweckmaBig ein Sekretionssysteia 
beispieisweise die heterologe Expression fiber das a- Faktor-System, das mehrfach beschrieben ist. 35 

Fur die Expression des bifunktionellen MolekOls in Hefe ist es vorteilhaft, wenn in dem bifunktionellen Protein 
dibasische Peptidsequenzen sowic Glykosylierungssteilen durch entsprechenden Austausch einzelner Amino- 
sauren zersiort werdea Hierbei ergeben sich viele Kombinationsmdglichkeiten, die auch die biologische Wir- 
kung beeinflussen kdnnea 

Die Expression von IL-2 in Hefe ist aus der EP-A 01 42 268 bekannt, von GM-CSF aus der EP-A 01 88 350. 40 
Die Verabreichung der erfindungsgemaQen bifunktionellen Proteine entspricht derjenigen der beiden Kom- 

ponenten. Wegen der grSBcren Stability ist jedoch in vielen Fallen eine geringere Dosierung mdgltch, die sich 

im unteren Bereich der bishcr vorgeschlagenen Dosierungervhatt. 
In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher erlautert. Prozentangaben und Relationen beziehen sich 

auf das Gewicht, sofern keine ander:n Angaben gemacht sind 45 



Beispiel I 

Das Plasmid pl 59/6(EP-A2 01 63 249, Fig. 5;(1) in der vorliegenden Figur) enthalt zwischen einer EcoRI- und 
emcr Sall-Schnittstelle ein synthetisches, fflr IL-2 codierendes Gen. Die DNA-Sequenz fflr dieses Gen ist in der so 
genanmen EP-A2 als "DNA-Sequenz I" wiedergegebea Im Bereich der Tripletts 127 und 128 befindet sich eine 
Taql-Schnittstelle. Aus diesem Plasmid wird, durch Schneiden mil EcoRI und Taql, die fL-2-Teilsequenz (2) 
herausgeschnitten und ssoliert 

Aus der EP-A20! 83 350 ist das Plasmid pHC23 (3) bekannt. das fOr GM-CSF codiert Die GM-CSF-cDNA ist 
in Fig. 2 dieser EP-A2 wiedergegeben. Das Plasmid pHG23 wird erhalten. wenn man die cDNA-Sequenz in die 55 
Pstl-Schnittstelle von pBR322 einbaut. wobei einerseits von der Pstl-Schnittstclle beim 5'-Ende und andererseits 
von einer durch GC-Tailing'eingefOhrten Pstl-Stelle am 3'- Ende Gebrauch gemacht wird Aus diesem Plasmid 
wird durch Schneiden mit SfaNI und Pstl die DNA-Sequenz (4) isolierwdie den grdQten Teil des GM-CSF-Gens 
enthalt 

Nach der Phoshit-Methode wird das folgende Oligonukleotid (5) synthetisiert: eo 
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(5) 



(SfaNI) 

Das Oligonukleotid (5) erganzt am 5'-Ende die DNA-Sequenz von IL-2. wobei jedoch in Position 133 anstelle 
von Thr Asp steht Am 3'Ende dieses Oligonukleotids finden sich die Nukleotide. die durch Schneiden mit SfaNI 
aus dercDNA weggefatlen sind 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEWI00O(6) ist in der(nicht vorverdffentlichten) deutschen Patent- 
anmeldung P 35 41 856.7 vorgeschlagen (Fig. 1) Dieses Plasmid ist ein Derivat des Plasmids ptac 1 1 (Amann et 
aU Gene 25 (1983) 167-178). bei dem in die Erkennungsstelle fur EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut 
wurde, die eine Sall-Schnittstelle enthllt Man erhalt so das Expressionsplasmid pKK 1 773. Durch Insertion des 
lac-Repressors (Farabaugh. Nature 274 (1978) 765- 769) erhalt man das Plasmid pJF118. Dieses wird an der 
singuiaren Restnktionsschnittstelle fQr Aval geoffnet und in bekannter Weise durch Exonuklease-Behandlung 
urn etwa 1000 bp verkflrzt und ligiert. Man erhalt das Plasmid pEWlOOO (6). Durch Offnen dieses Plasmids im 
Polylinker mit deirEnzymen EcoRI und Pstl erhalt man das lincarisierte Expressionsplasmid (7) 

Diese linearisicrte Plasmid-DNA (7) wird nun mit dem DNA-Fragment (2). das fur die IL-2-Sequenz codiert 
mit dem symhctischen Oligonukleotid (5) und mit dem cDNA-Fragment (4) ligiert. Es entsteht das Plasmid pB30 
18). das in den E coh-Stamm Mcl06l transformiert wird. Die Plasmid-DNA cinzelncr Klone wird isoliert und 
durch Restriktionsanalyse charakterisiert. 

BcispicI 2 

Kompetente Zellen des E coli-Stammes W31 10 werden mit dem Plasmid pB30 (8) transformiert Eine Gber- 
nachtkultur des Stammes wird mit LB-Medium (J. H. Miller. Experiments in Molcc. Gen. Cold Spring Harbor 
* 50 Ampicillin enthalt im Verhaltnis von etwa 1 : 100 vcrdQnnt und das Wachstum Obcr 

•J^SKSR ve . rfo, 6 t Bei 0D " W wird die Kultur auf eine Konzentration von 2mM Isopropyl-frgalactooyra- 
nosid (IPTG) eingestellt und die Baktenen werden nach !50-l80Minuten abzentrifugiert. Die Bakterien 
werden ca. 5Minuten in einer Puffermischung (7M Harnstoff. 0.1% SDS. 0.IM Nairiumphosphat. pH 7.0) 
behandelt und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgetragea Die Expression des bifunktionellen 
Proteins wird so bestatigt 

Die angegebenen Bedingungen gelten fOr SchQttelkulturen; bei groBeren Fermentationen sind cntsprcchend 
veranderte OD-Werte. Nahrmedien und variiertc IPTG-Konzentrationen zweckmaBig. 

" Beispiel 3 

Nach Induktion werden E. coli W31 10-Zcllen. die das Plasmid pB30 (8) enthaltcn. abzentrifugiert. in Natrium- 
phosphatpuffer ( P H 7) resuspendiert und erneut abzentrifugiert Die Bakterien werden in dem gleichen Puffer 
aufgenommen und anschlieCend aufgeschlossen (French Press. •Dyno-MOhle). Der ZellaufschluB wird abzentri- 
fugiert Uberstand und Seoiment werden mittels SDS-Polyacrylamidelcktrophorese wie im Beispiel 2 beschrie- 
ben analysiert Nach Anfarben der Proteinbanden zeigt sich. daB das bifunktionelle Protein im Sediment des 
Aufschlusses gefunden wird. Das Sediment wird mehrmals mit chaotropen Puffcrn und zuletzt mit Wasser 
, f c * unschte Pro, ? in weitcr angereichert wird. In der waBrigen Proteinsuspcnsion wird 
anscnlieBend die Proteinkonzentrauon besUmmt Die Suspension wi«I nun auf eine Konzentration von 5M 

SXlTrTil ^ 0nd "J? I m Y P i S 01 ^ (DTI) ein «« te ««< Das Gemisch wird ca. 30 Minuten unter 
?nS S ifStV? an *? hl,eBe * d . m,t » ["M Tns-Puffer (pH 83) so verdOnnt daB die Proteinkonzentration 
100 ug/ml ergibt Nun wird gegen diesen Tns-Puffer dialysiert und nach 2maligem Pufferwcchscl gegen Wasser 
dialysiert Das so behandeltc Protein wird stcril filtriert und auf seine biologische Aktivhat Obcrpruft. Es zeigt 
tXtuZ ££ SST 2 ab j!^? n CTLL 2 Zellproliferationstest als auch im humanen Knochcnmarkstes, 
voHe biologische Wirkung. Gemischte Kolonien aus Granulozyteh und Makrophagen werden dabci beobachtct 
w^d^ D^ Affinitatschromatographie weitcr gcreinigt 

WjSlS r!^ 11 ! bC,dC J n TCS14 ak " V - Bn E co,i &lr »«" nichttransformicrten Stammes 
W3 1 10. der wie beschneben behandelt wurde. zeigt dagegen keine Aktivitat. 

Fur die techmsche Herstellung des Produktes sind andere.ansich bekanntc Rcinigungsverfahrcn zweckmaBig 
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